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摘  要  在 10L发酵罐中对戊型肝炎病毒衣壳蛋白在重组大肠杆菌中表达发酵工艺进行了研究, 用分批培养方法
探讨了不同培养基、培养基中磷酸盐浓度和 Mg2+ 浓度等因素对菌体生长与重组蛋白表达的影响; 用分批补料培养
研究了不同的补料工艺对菌体生长与重组蛋白表达的影响, 同时对重组菌诱导时期、诱导持续时间以及不同诱导
温度表达包含体在尿素溶液中的溶解性进行了研究。结果表明, 在优化后的培养基中,磷酸盐浓度、Mg2+ 浓度分别
为80mmolPL 与 20mmolPL 时菌体生长与表达效果较好; 分批补料培养中, 37e 培养 9h 菌体达到对数期中期 (约 45
OD 600)为适宜诱导时期, 加入终浓度为 11 0mmolPL IPTG 后诱导 5h, OD 600达到 80 以上, 重组蛋白表达量达到
29174% ,为最适收获菌体时间; 37e 表达的包含体 80%以上溶解在 4molPL 的尿素溶液中, 最终浓度达到 14mgPmL;
10L发酵罐中确定的发酵工艺参数在 30L发酵罐中进行了放大培养, 10L发酵罐中确定的发酵工艺参数在 30L发酵
罐上具有可放大性与重复性, 可以应用于工业生产。
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  戊型肝炎病毒 ( HEV )是近年新发现的一种经胃肠道传
播的急性病毒性肝炎, 其基因组共编码 3 个开放阅读框









免疫原性的颗粒抗原, 我们进一步表达了一系列 NE2 的突
变体,发现 ORF2 aa368-606 重组蛋白( HEV239 蛋白 )可以形
成15~ 30nm的颗粒,HEV239 颗粒可与戊型肝炎患者血清发
生很强的反应 , 两个与抗 HEV 中和性单克隆抗体 8C11 和
8H3 均有很强的反应[ 9, 10]。HEV239 与 NE2 蛋白分别免疫
BalbPc小鼠,结果 HEV239 的抗体阳转率与抗体滴度明显优
于NE2 蛋白[9] ;HEV239免疫恒河猴, 可以对同型与异型病毒
攻击均产生很好的保护性, 因此具有成为疫苗的良好前




11111 菌株和质粒: 宿主大肠杆菌 ER2566购于 New England
Biolabs 公司。重组质粒 pTO-T7-239 和重组菌株 E . coli
ER2566PpTO-T7-239[9]由本实验室构建。
11112 仪器: BIOSTAT-B 10L、BIOSTAT-C 30L 自动发酵罐,
都与微机连接,由 MFCSPwin 210 软件控制发酵过程,为德国
B. Braun Biotech 公司产品; 6K15 型高速冷冻离心机为 Sigma
公司产品; LAB-2000 型实验室用均质机,为美国 APV 公司产
品;微量蛋白电泳仪为 Bio-Rad 公司产品; Eppendorff Biopho-
tometer分光光度计, 德国 Eppendorf公司产品; UV 凝胶成像
系统为美国 UVI 公司产品。
11113 主要化学试剂: 酵母膏、蛋白胨为英国 Oxoid 公司产




11211 种子菌的活化: 取在- 70e 甘油中保存的菌株平板
划线, 37e 培养约 10h, 挑典型单菌落接种于含 1%葡萄糖的
3 mL LB培养基 (含卡那霉素 50 mgPL )的试管中, 37e 、200
rPmin 培养 9h 左右, 加入 IPTG 至终浓度为 015mmolPL, 诱导
5h,然后处理菌体进行 SDS-PAGE电泳, 取表达量最大的菌作
为活化种子。
1121 2基因重组菌三角摇瓶培养: 取活化种子以 2% 接种量
转接种于含 1%葡萄糖的 400 mL LB培养基的摇瓶中, 37e 、
200 rPmin摇瓶培养, 当 OD 600值达 1~ 112 时可以作为发酵罐
发酵的菌种。
1121 3 菌体浓度 OD 600测定: 将菌液稀释至 OD600为 012~
013 之间, 用 Eppendorf Biophotometer 分光光度计测定 600nm
下的吸光值。
1121 4 HEV239 蛋白表达水平检测: 按常规 SDS-PAGE 方法




的培养基来研究其对重组菌生长与表达的影响, 即Ñ : LB+
1%葡萄糖; Ò : 酵母粉( 1% ) , 蛋白胨( 2% ) , NaCl( 2% ) , 葡萄
糖( 1% ) , KH2PO4 ( 011%) , Na2HPO4#12H2O( 01 2% ) K2HPO4
( 011% ) ; Ó : 酵母粉( 1% ) , 蛋白胨( 1% ) , NaCl( 01 6% ) , 葡萄
糖 ( 1164% ) , KH2PO4 ( 01 37% ) , Na2HPO4 # 12H2O ( 016% )
K2HPO4#3H2O( 019% ) , MgSO4 #7H2O( 015% ) , 微量元素母液
( FeSO4 # 7H2O 31 2gPL, ZnSO4 014gPL, CuSO4 # 5H2O 014gPL
H3BO4 01 06gPL , MnSO4 #H2O 01 8gPL , Al2 ( SO4 ) 3 218gPL , CaCl2
0107 gPL, Na2MoO4#2H2O 312gPL, CoCl2#6H2O 014gPL) 10mlPL。
接种前加入卡那霉素至终浓度50mgPL, 然后分别用上述三种
培养基接种培养 7h, 诱导表达 5h,测定菌体的 OD600与目标
蛋白表达水平。
( 2)发酵起始培养基中磷元素对菌体生长与 HEV239 蛋
白表达的影响:在发酵培养基中将 KH2PO4、Na2HPO4#12H2O、
K2HPO4按一定的比例(摩尔比为 1B1B1)配成 0、20、40、60、80、
100、120mmolPL等不同浓度, 然后接种培养, 诱导表达, 测定
菌体的 OD600与目标蛋白的表达水平。
( 3)发酵起始培养基中 MgSO4 对菌体生长与 HEV239 蛋
白表达的影响: 在发酵培养基中将 MgSO4 配成 0、5、10、15、
20、25、30mmolPL 等不同浓度,然后接种培养, 诱导表达, 然后
测定菌体的 OD600与HEV239 蛋白的表达水平。
1121 6 10L 自控发酵罐中分批培养: 发酵罐工作体积为
810L, 装料前校正 pH 电极, 灭菌后校正溶氧电极, 按 4% 的
接种量接种三角摇瓶培养的种子。发酵温度维持 37 e 。发
酵过程的几个关键参数为: ( 1) 转速与溶氧控制: 0~ 8h 按
MCSPwin 210预设的 profile程序从 400~ 800rPmin直线上升保
证溶氧不低于40% ,低于 40%时自动通入纯氧; 空气P纯氧流
速设定为 1 VP( V# M ) (溶氧控制与纯氧通入参数 ( Gasmix)相
关联, Gasmix 自动) ; ( 2) pH 值:自动流加 4molPL的 NaOH 或




Ñ :发酵 3h 前不补, 3h后按 80mLPh 补料; Ò :在发酵 3h 前不
补料, 在发酵 3h 到 8h 按 80mLPh 补料, 8h 后 120mLPh 补料;
Ó :依据细菌的生长,随时间的不断进行补料量不断增加,具
体补料量如下: 0~ 415h 不补料; 515 ~ 615h 79 mLPh; 615~
715h 132 mLPh; 715~ 910h 192 mLPh; 91 0~ 10h 245mLPh; 10~
12h 254 mLPh; 12~ 14h 282 mLPh[补料培养基组分为蛋白胨
38gPL ,酵母粉 34gPL , KH2PO4 2gPL, Na2HPO4#12H2O 215gPL,
K2HPO4#3H2O 215gPL, MgSO4#7H2O 5gPL, 4%Vit B1 14mLPL,葡
萄糖 125gPL,微量元素母液( FeSO4#7H2O 312gPL, ZnSO4 014gP
L , CuSO4 #5H2O 01 4gPL, H3BO4 01 06gPL , MnSO4#H2O 018gPL,
Al2 ( SO4 ) 3 218gPL, CaCl2 01 07 gPL, Na2MoO4#2H2O 312gPL, CoCl2
#6H2O 01 4gPL) 30mLPL]。
11218 蛋白浓度测定: HEV239 蛋白经尿素溶液溶解后, 适
当稀释后用 BCA( bicinchoninic acid)法进行测定[12] , 具体步骤
如下:取 50 份试剂 A与 1 份试剂 B 混合配成工作试剂;配制
不同浓度( 20~ 2000LLPmL)的牛血清白蛋白 ( BSA)溶液; 分别
取 011mL BSA 和适当稀释的蛋白样品与2mL 工作试剂混合,
密封试管, 37 e 保温 20min; 冷却到室温, 测定各试管在
562nm处吸光值; 绘制 BSA 蛋白浓度标准曲线, 利用标准曲
线计算出样品的蛋白含量 (试剂 A 为: 11 0% BCA 双钠盐,
210%碳酸钠, 01 16% 酒石酸钠, 01 4% 氢氧化钠, 01 95% 硫酸
钠,用氢氧化钠调节 pH 为 11125;试剂 B为: 4%硫酸铜)。
11219 菌体破碎与包涵体洗涤: 称取一定量的菌体, 按 1B20
加入细胞裂解缓冲液 ( 300mmolPL NaCl, 50mmolPL Tris#HCl,
10mmolPL EDTA, pH 81 0)重悬细胞, 515@ 107Pa 下均质机均质
细胞 4次, 8 000@ g 4e 离心 10min, 弃上清; 加入与裂解液等
体积的洗涤缓冲液 ( 100mmolPL NaCl, 20mmolPL Tris# HCl,
5mmolPL EDTA, pH 81 5) , 515@ 107Pa下均质机均质 1 次, 8000
@ g 4e 离心 10min,弃上清; 重复 2 次; 往沉淀中加入与裂解
液等体积的 2molPL的尿素溶液, 室温搅拌40min, 8000 @ g 4e
离心 15min,留上清与沉淀; 按尿素溶液菌体 4B1( VPW )的比
例往沉淀中加入 4molPL尿素溶液, 室温搅拌 2h, 15 000@ g、
4e 离心 15min,留上清与沉淀; 按尿素溶液菌体 2B1 的比例





21111 三种发酵起始培养基的筛选: 用 Ñ 、Ò 、Ó 三种基本
培养基,采用 10L 发酵罐发酵(工作体积为 8L)进行分批发
酵,结果如表 1:显示培养基Ó 用于重组戊型肝炎病毒衣壳
蛋白工程菌的发酵, 无论是菌体的 OD600 ,还是目标蛋白的表
达都明显优于Ñ 、Ò ,因而选用Ó 培养基作为发酵用培养基。
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表 1 比较不同起始培养基对菌体生长与表达的影响
Table 1 Comparison of fermentation performance for recombinant E . coli in different media
Original mediun Cell OD 600 Expression level of HEV239P% Yield of HEV 239P( gPL) *
Ñ 618 1418 0113
Ò 1014 1612 0121
Ó 1416 1810 0133
* : The total expressed HEV239 protein, including all HEV239 resolved in 2molPL, 4molPL, 8molPL urea solution.





图 1,磷酸盐浓度对重组菌的生长以及 HEV239 蛋白表达的
影响呈钟形曲线,在 60~ 100mmolPL 时对菌体生长与 HEV239
蛋白的表达有利,而在 80mmolPL 菌体生长与表达最好。菌体




图 1  不同浓度的磷酸盐对菌体的生长与表达的影响
Fig. 1  Effect of phosphate concentrations on cell yield
and expression of recombinant protein
图 2  不同浓度的硫酸镁对菌体的生长与表达的影响
Fig. 2  Effect of Magnesium sulfate concentrations on cell
vield and expression of recombinant protein








80mmolPL后, 再在培养基中添加一定量的 MgSO4, 研究其对
菌体的生长与 HEV239 蛋白的表达的影响, 结果如图 2, 当
MgSO4 浓度为 15~ 25mmolPL 时, 有利于菌体的生长与表达,
且在 20mmolPL菌体 OD 600、目标蛋白表达水平达到最大值,菌
体 OD 600、目标蛋白表达水平以及HEV239 蛋白产量分别比没
有添加硫酸镁时增加 59%、38% 与 100%。再增大其浓度时,
对菌体生长尽管没有明显影响, 但是对HEV239 蛋白的表达







艺进行补料, 结果如表 2, 通过补加复合培养基后,细胞密度
比不补料增加了 51 7 倍, HEV239 蛋白表达增加了 4016% ,




Table 2  Comparison of fermentation performance for recombinant
E. coli in different Fed- methods





No-feeding 1517 2211 0153
Ñ 3916 2110 0178
Ò 5815 20113 2121




作对照,考察在 OD600分别在 30、45、60 时诱导对菌体生长与
表达的影响, 结果见图 3、图 4, 没有诱导的重组菌在培养到
12h 达到最大值, 然后进入稳定生长期; 在 30 OD 600时诱导,
5h 后达到稳定生长期, 比对照菌晚 1h 达到稳定生长期, 蛋白
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表达水平与摇瓶小量表达水平没有显著差异, 但菌体 OD 600
值比对照降低了约 30% , 说明 IPTG 的加入对菌体的生长有
抑制作用; 在 45 OD600时诱导, 5h 后达到稳定生长期, 比 30
OD 600时诱导菌晚 1h 达到稳定生长期, 菌体表达水平与 30
OD 600时诱导菌及摇瓶表达菌相当, 而最后菌体 OD 600值与对
照没有区别;在 60 OD 600时诱导, 3h 后达到稳定生长期, 最后
菌体 OD 600值也与对照没有区别, 但是表达水平下降了约
28%。因而选择在 45 OD 600时诱导较为理想, 既利于菌体量




的恶化, 新陈代谢减弱,生长速度减慢, 不利于 HEV239 蛋白
的表达。
图 3  在不同时期诱导的细菌生长动力学曲线
Fig. 3 Growth kinetics of E . coli after induced at
different stages of growth
图 4  在不同时期诱导的细菌表达的 SDS-PAGE
Fig. 4 The SDS_PAGE of expression of E . coli after
induced at different stages of growth
1: protein molecular weight marker; 2: induecd in batch of shake f lask;
3: uninduced in fed_batch;




素溶液,在 37 e 培养菌体浓度到 45 OD 600时, 检测了 33e 、
37 e 、40e 三个不同温度下诱导表达的包含体在不同浓度尿
素溶液中的溶解度 ( 33e 、40e 重组菌的最终浓度与表达量
都与 37e 相当, 分别到达 84 OD 600与30% ) , 结果如图 5:诱导
温度在33e 时,包含体主要溶解在 2molPL 尿素溶液中, 蛋白
浓度达到 413mgPmL, 复性率为约 82% , 但是由于杂蛋白在
2molPL尿素溶液中有较大的溶解度, 达到了约 110 mgPmL, 不
利于下游的纯化; 37e 诱导表达的包含体 80%以上溶解在
4molPL尿素溶液中, 蛋白浓度达到 14 mgPmL, 杂蛋白浓度约
为 11 3 mgPmL, 而且溶解蛋白易于复性成类病毒颗粒, 复性率
高达 80% ; 40e 诱导表达的包含体主要溶解在 8molPL尿素溶
液中, 蛋白浓度达到 4121 mgPmL, 杂蛋白含量约为 118 mgP
mL,更主要的是包含体复性率很低, 约为 46%。所以选择
37 e 为HEV239 蛋白的表达诱导温度。
图 5  HEV239蛋白包含体在不同浓度尿素中的溶解度
Fig. 5  Effect of different urea concentrat ions on solubilit y
of inclusion body
图 6 重组菌发酵过程中菌体生长与蛋白表达曲线
Fig. 6  Recombinant E. coli growth and protein expression
in fed_batch culture
图 7  分批补料发酵诱导不同时间蛋白表达 SDS-PAGE
Fig. 7  SDS_PAGE analysis of recombinant protein at dif ferent
stages after induced in fed_batch culture
1: protein molecular weight marker;
2: induecd in batch of shake f lask culture;
3: uninduced in fed_bathch culture;
4, 5, 6, 7, 8, 9: induced 1, 2, 3, 4, 5, 6 hours in fed_batch culture
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215  分批补料发酵中重组菌的生长、诱导后 HEV239蛋白表
达与时间的关系
采用分批补料的方式在 10L自控发酵罐中发酵(工作体
积为8L) , 37 e 培养 9h 后达到 45 OD 600, 加入 IPTG到终浓度
为11 5mmolPL 诱导 6h, 在诱导后每隔 1h 取一次样, 进行 SDS-
PAGE鉴定表达量, 结果如图 7, HEV239 蛋白在诱导 1h 后开
始表达,诱导 5h 后达到最大值。特别是在诱导 2h 后菌体蛋





为了考察在 10L 发酵罐中(工作体积 8L)确定发酵工艺
放大的可行性 ,在 30L发酵罐上进行了发酵放大试验 (工作
体积为 30L) ,用 10L 发酵罐确定的工艺参数连续发酵 3 罐,
结果如表3, OD600达到了 811 35, 目标蛋白表达水平达到了
29125% ,HEV239 蛋白产量达到了 21 8 gPL(三罐的平均值) ,
与 10L 发酵罐的结果非常接近。最终菌体湿重产量达到了
每升培养基66171 g。而且从表中可以看出发酵的重复性好,
这说明 10L 发酵罐中确定的发酵工艺具有可放大性, 为戊型
肝炎衣壳蛋白的大批量生产打下了基础。
表 3 重组菌在 30L发酵罐上的放大培养结果
Table 3 Scale up culture of recombinant E . col i in 30L fermentor
Experiment No. Cell OD 600 Expression level of HEV239P% Yield of HEV239P( gPL) Total HEV 239 soluted in 4 molPL ureaPg
Ñ 81121 29121 2176 66124
Ò 83147 29174 2185 68140



















避免产生/ 葡萄糖效应0而积累大量有机酸 (如乙酸 )等有害
















研究发现, 在发酵达到 45 OD 600时(约 9h)诱导比较合理, 诱





33 e 诱导时包含体主要溶于 2molPL 尿素溶液, 尽管复性率
高, 但同时也溶解了许多菌体蛋白, 不利于后续的蛋白纯化;
当 40e 诱导时包含体主要溶于8molPL 尿素溶液,不但溶解了
大量的菌体蛋白,更主要的是包含体复性率低; 当 37e 诱导
时包含体主要溶解在 4molPL 尿素溶液, 溶解度高达 14mgP
mL,溶解包含体易于复性成类病毒颗粒, 而且相对来说杂蛋
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Hepatitis E Virus Capsid Protein Production
by High Cell Density Culture of Recombinant Escherichia coli
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Abstract  Product ion of Hepatitis E Virus capsid protein by high cell density culture in recombinant E . coli has been studied in
10L and 30L fermentors. The effects of different factors on growth and producing recombinant protein of E . coli have been stud-
ied by batch culture, such as different media, the ratio of phosphate and Magnesium sulfate. Comparison of fermentation perfor-
mance for recombinant E . coli in different fed-methods culture has been investigated by fed-batch culture. The effects of inducing
at different stages of growth and time of inducing on growth and producing recombinant protein, also obtained by fed- batch cu-l
ture. At last, the solubility of inclusion body in different urea concentrations also has been obtained by fed- batch culture. The
results show that the concentration of phosphate andMagnesium sulfate in the opt imal media is 80mmolPL and 20mmolPL in batch
culture respect ively, that induction with 110mmolPL IPTG at mid log phase( about 45 OD at 600 nm) is suitable for growth and
recombinant protein expression, the cells were approaching stationary growth phase and the maximum cell OD at 600 nm of 80
was achieved in 5h of fed- batch culture, and the expression level is 29174% . The results also indicate that the solubility of in-
clusion body in 4molPL urea solution induced at 37e reaches 14mgPmL, over 80% inclusion body was resolved. The culture
process achieved in 10L fermentor could be successfully scaled up to 30L fenmentor with good reproducibility.
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